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@ Proc6d6 de preparation de microparticules de collag^ne et produits obtenus 

(g) On forme (es gouttelettes a partir d'une solution fluids, 
acide de collagene, on r^cupere lesdites gouttelettes dans une 
solution aqueuse tamponnee a pH neutre ou basique, ladite 
solution induisant immediatement la polymerisation du colla- 
gene, on separe les gouttelettes solidifiees de la solution et on 
lave lesdites gouttelettes. 
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Description 



Precede de preparation d microparticules de collagene et produits obt nus. 



La presente invention a trait a un procede de 
preparation de microparticules ou microbiiles de 
collagene. 5 

La technique la plus couramment utilisee pour 
fractionner des solutions biologiques en microparti- 
cules est la mise en emulsion des solutions 
biologiques par dispersion dans une phase hydro- 
phobe, 10 

On peut citer, par exemple, le brevet americain n° 
3-092.553 (FISHER et WILSON) qui decrit un pro- 
cede permettant de realiser des microbiiles de 
gelatine incluant un principe actif pharmaceutique. 
Ce procede est un systeme de goutte a goutte ou la 15 
solution a fractionner tombe sur des vapeurs d'un 
liquide non misctble dans I'eau, dont la temperature 
est maintenue inferieure a la temperature de conge- 
lation du sol. 

II s'agit la d'une technique delicate a mettre en 20 
oeuvre et necessitant de grandes quantites de 
liquide refrigerant (azote liquide). 

MIYATA TERUO et al (brevet europeen n° 
0.119.076) propose une technique de realisation de 
microspheres en collagene fibrille. Dans un premier 25 
temps, on produit des microspheres par dispersion 
d'une solution aqueuse acide de collagene dans un 
solvant organique non miscible dans I'eau (toluene 
ou chloroforme) pour realiser une emulsion, puis, 
dans un deuxieme temps, on solidifle les 30 
microspheres par alcalinisation du bain emulsion- 
nant, par exemple par un melange ammoniaque- 
ethanol. 

Cette technique est couteuse, car elte necessite 
d'importantes quantites de reactifs. 35 

Le brevet americain n° 4.647.536 (MOSBACH et 
al) decrit la preparation de microporteurs spheri- 
ques en gelatine par emulsion chimique et que Ton 
reticule par le glutaraldehyde. WISSEMAN et al dans 
In Vitro Cellular and Developmental Biology, Vol. 21, 40 
n° 7, p. 391 a 401 (1985) fait egalement etat d'une 
technique de preparation de microporteurs en 
gelatine par mise en emulsion chimique utilisant le 
glutaraldehyde comme agent reticulant. 

La reticulation par le glutaraldehyde presente des 45 
risques de remanence, et done de ralargage, de 
I'agent reticulant au cours de la degradation du 
collagene (in vitro ou in vivo). 

II est egalement possible de fractionner des 
solutions biologiques en microparticules par nebuli- 50 
sation ou atomisation. Cette technique consiste a 
disperser une solution ou une suspension en fines 
gouttelettes dans un courant d'air chaud. Une telle 
technique est denaturante pour le collagene par 
suite de Tutilisation de temperatures elevees (150*C 55 
a 200° C). 

II a ete recemment presente par DULLINGER, 
TAKENAKA et al (reunion du Club Collagene 
japonais, Universite de Tokyo, 1988) une technique 
de cryobroyage appliquee a des solutions coilageni- 60 
ques dans lesquelles est incorpore un principe actif 
pharmaceutique. Cette technique presente, toute- 
fois, un certain nombre d'inconvenients : obtention 



d'une poudre de granulometrie heterogene, forme 
spherique des particules non preservee, consom- 
mation importante de liquide refrigerant. 

La presente invention vise a remedier aux incon- 
venients precites, en proposant un procede dans 
lequel on produit un jet de gouttelettes de collagene 
que Ton polymerise dans une solution aqueuse, par 
simple changement de pH. 

L'un des buts de I'invention est de fournir des 
microbiiles constituees d* un collagene non dena- 
ture, reticulees de fapon homogene, qui soient d'une 
grande stabilite, biodegradables et sans toxicite 
chimique. 

Un autre but de I'invention est de fournir des 
microbiiles de collagene presentant, en surface, des 
groupements reactifs permettant le couplage du 
collagene avec des molecules biologiquement ac- 
tives. 

Un autre but encore de I'invention est de proposer 
un procede de preparation de microbiiles de 
collagene qui n'utilise ni solvants organiques, ni 
agents de reticulation autres que collagene. gela- 
tine, polysaccharides naturels oxydes et ou la 
polymerisation du collagene est obtenue en phase 
aqueuse par simple changement de pH. 

Le procede conforme a I'invention qui comporte la 
formation d'un jet de gouttelettes de collagene, par 
exemple par la technique dite de periage, est 
caracterise en ce que Ton forme les gouttelettes a 
partir d'une solution de collagene pouvant etre 
prealablement soumise a un traitement en vue de 
faciliter la reticulation du collagene et conduisant a 
une solution fluide acide de collagene, en ce que i'on 
recupere les gouttelettes dans une solution aqueuse 
tamponnee a pH neutre ou basique, ladite solution 
induisant immediatement la polymerisation du colla- 
gene , et en ce que Ton separe les gouttelettes 
solidifiees de la solution et en ce que Ton lave 
lesdites gouttelettes. 

Le collagene utilise est du collagene humain ou 
bovin. On utilise avantageusement des solutions 
aqueuses de collagene humain de type I, III ou IV 
telles que celles qui ont ete decrites dans les 
demandes de brevet n° 85.13004. et n° 86.05591 
deposees respectivement les 2/9/1985 et 18/4/1986 
au nom de TINSTITUT MERIEUX ou encore des 
solutions aqueuses de collagene bovin de type 1. 

Ces solutions de collagene sont soumises a un 
traitement destine a faciliter la reticulation du 
collagene, consistant a soumettre celles-ci a une 
oxydation menagee. 

En variante, on peut ne pas directement soumet- 
tre la solution de collagene a une oxydation 
menagee, mais melanger a celle-ci un polysaccha- 
ride tel que Dextran, cellulose, amidon prealable- 
ment soumis a une oxydation menagee. 

Pour effectuer Toxydation menagee, on aura 
avantageusement recours au procede decrit dans la 
demande de brevet n"* 86.10160 depose le 
1 1/7/1986 au nom de I'INSTITUT MERIEUX. Selon le 
procede decrit dans cette demande, le collagene est 
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traite par une solution d'acide periodique ou de 
periodate notamment de sodium. Suivant une parti- 
cularite de ce precede, et dont il est fait utilisation 
dans la presente invention, on peut en jouant sur le 
pH, dans un premier temps, introduire une oxydation 
menagee du collagene sans declencher de reticula- 
tion (pH acide) puis, dans un second temps, a 
volonte par neutralisation ou alcalinisation du pH, 
declencher la reticulation du collagene. 

Selon le precede conforme a la presente inven- 
tion, on soumet la solution de collagene a une 
oxydation menagee par I'acide periodique, cette 
oxydation s'effectuant par ajout a la solution de 
collagene d'une solution d'acide periodique jusqu'a 
Tobtention d'une concentration comprise entre lO""* 
et 10 M''^. On obtient, a Tissue de ce traitement, une 
solution fluide de collagene oxyde acide qui sert de 
solution de depart a la production des gouttelettes 
calibrees. 

Les gouttelettes produites sont recuperees dans 
une solution aqueuse tamponnee a pH neutre ou 
basique qui Induit immediatement la reticulation du 
collagene. 

On peut cependant, dans une autre forme de 
realisation, eviter de proceder a un traitement 
prealable du collagene natif en recuperant les 
gouttelettes de collagene natif acide dans une 
solution neutre ou basique qui induit immediatement 
une polymerisation superficielle permettant I'obten- 
tion d'une bille geometriquement stable et presen- 
tant des propri6tes particulieres. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture du 
complement de description qui suit, se referant a la 
figure unique ci-annexee qui represente, de fapon 
schematique, un dispositif de mise en oeuvre du 
procede conforme a Tinvention. 

La solution de collagene qui a ete, ou non, oxydee 
par traitement avec une solution d'acide periodique 
est placee dans le reservoir clos 1 dans lequel est 
envoye de I'air comprime que Ton filtre par I'element 
filtrant 2 et dont on mesure la pression par !e 
manometre 3. 

La solution de collagene circule sous pression 
dans le tuyau souple 4 qui est equipe a sa sortie d'un 
fin capillaire par lequel la solution de collagene 
oxyde s'ecoule de fagon laminaire. 

Le capillaire est relie a un vibrateur 5 qui lui 
transmet un mouvement vibrant horizontal modula- 
ble. Le vibrateur 5 est lui-meme associe a un 
generateur basse frequence 6 et a un amplificateur 
7. 

A une frequence determinee, le jonc de collagene 
se dechire sous I'effet de la vibration. II se forme 
alors dans I'air une succession de billes de diametre 
constant. 

Un stroboscope 8 permet de controler, en 
particulier, la sphericite de ces billes qui s'ecoulent 
a un fort debit. 

Ces billes sont recuperees dans une solution 
aqueuse tamponnee qui induit la polymerisation 
immediate des gouttellettes de collagene. Cette 
solution tamponnee est contenue dans le recipient 9 
et agitee par Tagitateur magnetique 10. 

Le recours a des changements de temperature ou 
t'emptoi de solvants organiques sont, de ce fait. 



totalement inutiles. La structure en triple helice du 
collagene est done parfaitement conservee par le 
procede conforme a i'invention qui n'est pas 
denaturant pour les proteines. 

5 Les billes alors stables, sont ensuite recuperees 
sur toile filtrante ou par centrifugation et lavees a 
I'eau distillee afin d'eliminer les reactifs eventuelle- 
ment presents et le tampon. 

Les billes obtenues ont une forme reguliere 

10 sensiblement spherique dont le diametre moyen est 
generalement compris entre 50|im et 2 mm. 

Ces billes sont constituees en un collagene non 
denature, reticulees de fa on homogene, biodegra- 
dables et sans toxicite chimique. 

15 Ces microbilles presentent, a leur surface, des 
groupements reactifs (groupements aldehydiques 
en exces provenant de Toxydation du collagene) qui 
peuvent etre utilises pour le couplage de subs- 
tances biologiquement actives. 

20 Le procede conforme a l'invention presente 
vis-a-vis des procedes anterieurs de nombreux 
avantages : 

- il permet la production de microbilles calibrees en 
grandes quantites, 

25 - il permet une production continue et automatisee, 

- sa mise en oeuvre necessite peu de materiel et de 
reactifs, 

- il n'utilise ni solvants organiques, ni agents 
chimiques de reticulation tel que glutaraldehyde, 

30 - i! n'est pas denaturant pour le collagene. 

Les microbilles obtenues par le procede 
conforme a l'invention peuvent recevoir de nom- 
breuses applications. Parmi celles-ci, on peut ctter, 
par exemple : 

35 - leur utilisation comme microporteurs de principes 
actifs par couplage avec des groupements aldehydi- 
ques en exces, et qui n'ont pas ete impliques dans la 
reaction de reticulation, 

- la preparation de medicaments a effet retard par 
40 inclusion, dans une matrice de collagene, d'un 

principe actif dont le relargage peut etre controle ; 
application qui est d'un interet particulier dans le cas 
ou le principe actif est thermoiabile ou sensible aux 
solvants grace au caractere non denaturant du 
45 procede, 

- leur utilisation comme microsupports pour culture 
cellulaire in vitro pouvant contenir d'autres mole- 
cules tissulaires incluses pendant la polymerisation 
des microbilles (glycosaminoglycanes, flbronec- 

50 tine...), 

- inclusion de cellules dans les microbilles pouvant 
se faire aussi a I'aide d*un capillaire double, 
concentrique, 

De fapon avantageuse, la substance formant le 
55 principe actif est dissoute, a une concentration 
adequate, dans la solution initiale de collagene. 

On aura avantageusement recours aux microbilles 
conformes a l'invention pour toute presentation fine 
fractionnee d'une substance biologique (poudre 
60 hemostatique, produits d'hygiene corporelle ou 
d'activite cosmetique etc.). 

II va etre donne, ci-dessous, a titre illustratif et non 
limitatif, quelques exemples de mise en oeuvre du 
procede conforme a l'invention. 

65 
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EXEMPLE 1. 

La solution de depart est une solution aqueuse 
aclde de coliagene bovin type I a structure helicoT- 
dale preserves sans telopeptides, obtenue par 
dereticulation partielle de coliagene de peaux de 
jeunes veaux (TRILLAGENE commercialisee par 
SADUC). 

150 ml de cette solution a 1 o/o en H2O distillee a 
20° C est oxydee pendant 2 heures a I'abri de la 
lumiere et a 20^*0 par i'acide orthoperiodique aftn 
d*obtenir une concentration finale de 5.10-3 

Apres mise en place de cette solution dans 
I'appareii equipe d'un capiliaire de diametre interieur 
de 280 um, les microbilles sont produites a raison 
de 5 ml/mn (soit 15.000 billes/mn pour des billes 
d'un diametre de 600iim et d'un volume de 
1,1.10-4cm3). 

Pendant 30 mn, ies billes sont recuperees dans un 
tampon en rotation, tampon (NaaCOa -f-NaHCOa) 
0,05 M - pH 9,3. 

Les parametres de la manipulation sont les 
suivants : 

- pression d'air comprime filtre : 1 atm 

- frequence du vibrateur : 500 Hz. 

Ces billes sont recuperees sur une toile filtrante et 
lavees a I'eau distillee. Le produit final est une 
suspension de billes transparentes, d'un diametre 
d*environ 600^im, representant un volume de 180ml. 

EXEMPLE 2. 

On reprend I'exemple 1. La suspension de billes 
obtenue est deshydratee a I'acetone par bains 
successifs, puis sous hotte a flux laminaire (sterile 
ou non). 

Le produit final est une poudre granuleuse 
d'environ 1,2 g. fine (de granulometrie inferieure a 
400 ji m et tres hydrophile). 

EXEMPLE 3. 

La solution de depart est une solution acide de 
coliagene placentaire humain de type III + I a 1 0/0. 
Cette solution est oxydee a I'acide periodique et 
subit les memes etapes que celles decrites dans 
I'exemple 1 (ou 1 et 2) 

EXEMPLE 4. 

On utilise le coliagene type IV oxyde comme agent 
de reticulation. 

Ce coliagene type IV oxyde a 1 0/0 est incorpore a 
raison de 20 0/0 dans des solutions aqueuses a 1 0/0 
de coliagene type iV (ou III + I). Les etapes de 
I'exemple 1 (ou 1 et 2) sont alors suivies. 

EXEMPLE 5. 

On reprend I'exemple 4, en utilisant le Dextran 
oxyde a la place du coliagene IV oxyde. 

Le Dextran est oxyde selon le meme principe 
d'oxydation que le coliagene type IV : par exemple, 
une solution de Dextran 500 a 5 % en eau distillee 
est traitee a Tacide periodique a raison d'une 
concentration finale de 2.10-2 ^/i pendant 2 heures a 
I'abri de la lumiere. 

Cette solution peut etre sterilisee par passage au 
travers d'un microf litre 0.2 |i,m, conservee a +4''C et 
etre utilisee comme agent de reticulation. 



D'autres polysaccharides peuvent etre utilises : 
cellulose, amidon. 

EXEMPLE 6, 

5 La solution de depart est une solution de 
coliagene bovin type I (solution aqueuse de colia- 
gene natif a 0.5 0/0 : PANCOGENE de SADUC, 
societe franpaise). Les etapes de I'exemple 1 (ou 1 
et 2) sont sulvies. 

10 

EXEMPLE 7. 
La solution de depart est une solution acide de 

coliagene placentaire humain III -f I (solution de 

coliagene natif a 1 0/0 en H2O distillee a 20*^0). 
15 Cette solution est mise en place dans I'appareii 

equipe d'un capiliaire de diametre interieur 400 ^im. 

Les microbilles sont produites a raison de 9 ml/mn 

(soit environ : 17.000 billes/mn pour des billes de 

diametre 1 mm). 
20 Les parametres de la manipulation sont les 

suivants : 

- pression d'air comprime : 1,1 atm. 

- frequence du vibrateur : 215 Hz, 

Ces billes sont recuperees dans une solution 
25 d'ammoniaque (NH4 OH 0.1 N) a pH 10,5. II se produit 
une gellfication instantanee des billes de coliagene 
natif. 

La solution d'ammoniaque contenant tes billes de 
coliagene en suspension est ramenee a pH 7-7,5. 
30 Ces billes sont recuperees sur toile filtrante et 
lavees a I'eau distillee. 

Le produit final est une suspension de billes de 
coliagene opalescentes, d'un diametre d'environ 1 
mm. 

35 

EXEMPLE 8. 

Les billes produites selon I'exemple 7 sont 
deshydratees a I'acetone en suivant les etapes de 
I'exemple 2. 

40 

EXEMPLE 9. 

La solution de depart est une solution acide de 
coliagene bovin de type I. 
45 On reprend les etapes des exemples 7 (ou 7 et 8). 

EXEMPLE 10. 

Les billes produites selon I'un des exemples 1 et 3 
a 7 sont lyophilisees pour donner une poudre divisee 
50 douee d'une grande capacite d'absorption d'eau. 

EXEMPLE 11. 

La solution de depart de I'exemple 1 est oxydee 
par I'acide orthoperiodique comme dans I'exemple 
55 1. 

Cette solution est ensuite passee dans un 
dispositif de goutte a goutte pour former des 
gouttes spheriques ou billes. Les billes, d'un 
diametre de 2 mm environ sont recuperees dans le 
60 meme tampon en rotation que dans I'exemple 1 . 

EXEMPLE 12. 

La solution de depart est une solution aclde de 
coliagene bovin de type I. On reprend les etapes de 
65 I'exemple 9 a la difference que les billes d'un 
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diametre de 2,5 mm, ne sont pas produites par 
vibration mais par un dispositif de goutte a goutte 
usuel. 

EXEMPLE 13. 

On reprend les etapes de Texempte 12 a la 
difference que dans la solution acide de collagene 
bovin de type I de depart, on a introduit un principe 
actif cosmetique, Ce principe actif est par example la 
superoxyde dismutase a une concentration de 10 
U.l./ml dans cette solution. 

Ces billes produites contiennent la superoxyde 
dismutase. 

EXEMPLE 14. 

La solution de depart est une solution aqueuse 
acide de collagene bovin de type 1. 

Apres mise en place de cette solution dans 
rappareil equipe d'un capillaire de diametre interieur 
de 400 [im. les microbilles sont produites a raison 
de 9 ml/mn pour des billes de diametre environ 1.1 
mm. 

Les parametres de la manipulation sont les 
suivants : 

. presslon d'air comprime : 1 atm., 
. frequence du vibrateur : 200 Hz. 

Les billes sont recuperees dans un tampon 
carbonate et/ou phosphate pH 9,3, et lavees selon 
I'exemple 1. 

Le produit final est une suspension de spheroides 
legerement opalescents, de diametre 0,9- 1,3 mm. 

EXEMPLE 15. 

On peut avantageusement former des cristaux de 
phosphate de calcium dans des billes de collagene 
au moment de leur formation. Ceci peut etre 
effectue, par exemple, de la fa<?on suivante : 

On reprend Texempie 14. 

La suspension de billes obtenues est incorporee, 
poids a poids, dans une solution de chlorure de 
calcium (CaCb) 0,5 M. 

Apres un temps de contact d'environ 30 mn, ces 
billes sont recuperees sur toile filtrante. 

Les billes impregnees de chlorure de calcium sont 
deversees dans une solution d'hydrogenophos- 
phate disodique (Na2HP04). 0,5 M. 

Des incorporation de ces billes dans la solution 
d'hydrogenophosphate disodique, il y a formation de 
cristaux de phosphate de calcium dans celles-ci. 

Les billes sont alors lavees par bains successifs 
d'eau demineratisee, 

Les billes restent blanches, un squelette mineral 
de phosphate de calcium etant emprisonne de fapon 
homogene entre les molecules de collagene. Ce 
squelette permet aux billes de posseder une 
resistance mecanique accrue. 

EXEMPLE 16. 

On reprend les etapes de I'exemple 1, a la 
difference que la solution de depart est une solution 
acide de collagene placentaire humain de type I a 
1.5 0/0. 
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EXEMPLE 17. 

On peut provoquer une contraction uniforme des 
billes de collagene augmentant leur densite en 
collagene, par irradiation suivie d'une elevation de 
5 temperature. Ceci peut etre effectue, par exemple, 
de la fapon suivante : 

Les billes de collagene de type III + I reticulees, 
obtenues selon I'exemple 3, sont sterilisees, en 
suspension aqueuse, par rayonnement gamma a 
10 une dose de 2,5 Mrad. 

Apres irradiation, cette suspension de billes est 
chauffee a 37° C pendant 72 h. 

L*observation morphologique montre une 
contraction des billes sans deformation, d'un facteur 
15 d'environ 1,5, c'est-a-dire : 

. diametre moyen avant irradiation 600^im, 

. diametre apres irradiation, et 72 h a 37° C : 400um. 

Par ce precede preservant la sphericite des billes, 
11 est possible d'integrer des agents actifs qui 
20 migrent spontanement dans la bille avant contrac- 
tion, puis qui restent emprisonnes apres contrac- 
tion, pour permettre un effet de liberation retardee. 



25 Claims 

1. Precede de preparation de microbilles de 
collagene comportant la formation d'un jet de 
gouttelettes calibrees, caracterise en ce que 

30 Ton forme les gouttelettes a partir d'une 

solution fluide, acide de collagene, en ce que 
Ton recupere lesdites gouttelettes dans une 
solution aqueuse tamponnee a pH neutre ou 
basique, ladite solution induisant immediate- 

35 ment la polymerisation du collagene et en ce 

que Ton separe les gouttelettes solidifiees de la 
solution et en ce que Ton lave lesdites goutte- 
lettes, 

2. Precede selon la revendication 1, caracte- 
40 rise en ce que la solution de collagene a ete 

soumise a un traitement en vue de faciliter la 
reticulation. 

3. Precede selon la revendication 2, caracte- 
rise en ce que le traitement en vue de faciliter la 

45 reticulation du collagene consiste a soumettre 

tout ou partie de la solution de collagene a une 
oxydation menagee. 

4. Precede selon la revendication 2, caracte- 
rise en ce que le traitement en vue de faciliter la 

50 reticulation du collagene consiste a melanger a 

la solution de collagene des polysaccharides 
preaiablement soumis a une oxydation mena- 
gee. 

5. Precede selon la revendication 4, caracte- 
55 rise en ce que les polysaccharides sont choisis 

dans le groupe constitue par le Dextran, la 
cellulose, Tamidon. 

6. Precede selon Tune quelconque des 
revendications 3 a 5, caracterise en ce que 

60 Texydation menagee est effectuee par traite- 

ment par une solution d'acide periodique. 

7. Precede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce qu'une 
substance constituant un principe actif est 

65 dispesee dans la solution de collagene de 
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depart. 

8. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que las 
gouttelettes sont produites par vibration. 

9, Procede selon i'une quelconque des 5 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que ies 
gouttelettes sont produites par un dispositif de 
goutte a goutte. 

10. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que I'on 10 
forme, dans Ies billes, des cristaux de phos- 
phate de calcium. 

11. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce que Ton 
soumet Ies billes a une irradiation puis a un 15 



A1 10 

chauffage pour provoquer une contraction des 
billes. 

12. Microbilles de collagene caracterisees en 
ce qu'elles sont obtenues par application du 
procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 1 1 . 

13. Application des microbilles de collagene 
selon la revendication 12, comme micropor- 
teurs de principes actifs, dans la preparation de 
medicaments a effet retard, comme microsup- 
ports pour culture cellulaire, Comme produits 
de base cosmetique, en particulier dans Telabo- 
ration de produits de gommage, de nettoyage 
cutane, comme agent de cicatrisation, comme 
agent hemostatique. 
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